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всех инокулированных КЭ произошла в 
течение 24-48 ч, ив РТГА данные изоляты 
взаимодействовали только со специфичес- 
кой сывороткой к вирусу гриппа А подти- 
па Н5М1. По результатам определения ГУ- 


РТ данные изоляты охарактеризованы как 
высокопатогенные. Изучены клинические 
признаки и патолого-анатомические изме- 
нения при гриппе у цыплят, установлено 
острое течение болезни. 


РЕЗЮМЕ 

Проведено изучение биологических свойств изолятов вируса гриппа подтипа Н5М1, выделенных на 
территории Российской Федерации в 2006 году. Вирус был изолирован на СПФ-куриных эмбрионах 
и типирован в РТГА. По результатам определения индексов патогенности изоляты признаны высо- 
копатогенными. Изучены клинические признаки болезни и течение инфекции у цыплят. 
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ОПРЕДЕЛЕНИЕ ГЕНОТИПА И СТЕПЕНИ 
ПАТОГЕННОСТИ ИЗОЛЯТА ВИРУСА 
ИНФЕКЦИОННОГО БРОНХИТА КУР 


Введение 

Инфекционный бронхит кур (ИБК) 
наносит существенный экономический 
ущерб промышленному птицеводству. Ан- 
тигенная структура вируса ИБК чрезвы- 
чайно изменчива, что затрудняет вакци- 
нопрофилактику данного заболевания [1]. 
Поэтому выделение, генетическая иден- 
тификация возбудителя, определение его 
биологических свойств и эпизоотичес- 
кой роли являются актуальной задачей. В 
ФГУ «ВНИИЗЖ, исследуются пробы па- 


тологического материала, которые пос- 
тупают из птицехозяйств разных регио- 
нов России и ближнего зарубежья. На ос- 
новании молекулярно-генетических и се- 
рологических методов установлено, что 
большинство выявляемых изолятов виру- 
са ИБК относится к широко распростра- 
ненному в России серотипу Массачусетс 
[3, 5, 7]. Однако за последний период вре- 
мени на территории РФ стали выявляться 
изоляты вируса ИБК, генетически и анти- 
генно отличающиеся от ранее встречав- 
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Таблица 1 
Структура праймера для амплификации и секвенирования 
вариабельной области гена 51 
Праймер Последовательность 5/-3/ Длина и Применение 
$5(-) СТС ССАТТС АСА АААТАА СС 20 622-641 а 
56(-) АСАТС(Т/А) ТОСТ ССС СТС ССАТТ 20 634-653 ПЦР 
$7(+) ТАСТАСТАС САС АСТ СС(С/Г) ТТ 20 82-101 ПЦР 
$9(+) | САТОСТТОСб САТТТ(А/В) СА(СЛ) 66 | 20 112-131 а 


(+) прямой праймер; 
(-) обратный праймер; 
нумерация соответствует штамму Н-120 (М21970) 


шихся и близкие к изолятам, выделенным 
в Китае и Корее [2, 8,9]. 

В 2007 гна одной из птицефабрик Крас- 
нодарского края от заболевших с призна- 
ками поражения почек цыплят в возрасте 
40-45 дней был отобран патматериал. Це- 
лью данной работы являлось подтвержде- 
ние наличия в патматериале возбудителя 
ИБК, определение генотипа изолята и сте- 
пени патогенности для естественно-вос- 
приимчивых животных. 

Материалы и методы 

Вируссодержащий материал (ВСМ) в 
виде суспензии почек цыплят и аллантоис- 
ной жидкости развивающихся куриных эм- 
брионов (РКЭ) после первого пассажа был 
получен из Краснодарской краевой вете- 
ринарной лаборатории. 

Выделение РНК из суспензии почек 
цыплят и аллантоисной жидкости прово- 
дили согласно инструкции по применению 
тест-системы СепеРаК для обнаружения 
РНК возбудителей инфекционных заболе- 
ваний методом полимеразной цепной ре- 
акции компании «БИОКОМ». 

Полимеразную цепную реакцию (ПЦР) 
проводили в программируемом амплифи- 
каторе «Терцик» (Россия), согласно мето- 
дике Бочкова Ю.А. и соавторов [3]. Амп- 
лификация проведена с праймерами 56(-), 
$7(+) и состояла из 35 циклов со следую- 
щими параметрами: первоначальная де- 
натурация ДНК при 93° С в течение 2 ми- 
нут, 35 циклов, состоящих из трех этапов 
— денатурация ДНК - 20 сек. при 93° С; от- 
жиг праймеров - 20 сек. при 50° С; элонга- 
ция цепи - 40 сек. при 72° С. При постанов- 
ке «гнездовой» ППР проводили 25 циклов 
при тех же параметрах реакции с прайме- 
рами $5(-) и $9(+). 

Секвенирование ДНК осуществляли на 
автоматическом секвенаторе АВТ Ризт 
3130 (АррПеа В1озу\етз, США). Для ам- 
плификации и секвенирования фрагмен- 
та гена 51 были использованы праймеры, 


указанные в табл. 1. Полученную нуклео- 
тидную последовательность фрагмента ге- 
на 51 сравнивали с последовательностя- 
ми штаммов вируса инфекционного брон- 
хита кур, полученными из международной 
базы данных МСВГ (ВИр:/м\\.асЬ.п|т. 
о1.еоу/). Сравнительный анализ последо- 
вательностей проводили с помощью про- 
граммы ВюЕАИ версия 7.0.5.3. (Бр:/\у\и. 
шЫо.псзи.еди/В1оЕай/Ьоеай.В т). 

Пассирование вируса ИБК проводили 
введением ВСМ в аллантоисную полость 
СПФ РКЭ по общепринятой методике [3]. 
Исключение контаминации исходного ма- 
териала вирусом инфекционной бурсаль- 
ной болезни и инфекционного ларинго- 
трахеита проводили в ПЦР вирусом нью- 
каслской болезни — в ПЦР и реакции гем- 
агглютинации. 

Титрование вируса ИБК в трахеаль- 
ной органной культуре (ТОК). Пережи- 
вающие эксплантаты готовили из трахей 
19-21-суточных СПФ РКЭ, используя для 
поддержания среду ПСП с антибиотиками 
[4], и культивировали на 24-луночных по- 
листироловых плашках в инкубаторе с 5% 
СО, при температуре 37° С. В лунки вноси- 
ли по 1 мл разведений от 1011 до 102 вирус- 
ной суспензии на поддерживающей среде. 
Наличие или отсутствие цилиостаза учи- 
тывали в течение 10 суток после зараже- 
ния. Титр вируса определяли в дозах, вы- 
зывающих цилиостаз в половине культур 
(СО.о), по методу Рида и Менча. Цилиостаз 
в ТОК, наступивший ранее 48 ч после зара- 
жения, считали неспецифическим. 

Биопробу проводили на 19 цыплятах 11- 
суточного возраста, 15-ти из которых вво- 
дили ВСМ в виде аллантоисной жидкости 
КЭ 4 пассажа, а 4 служили в качестве кон- 
троля. Заражение птиц проводили различ- 
ными методами: по 60 мкл интраназаль- 
но, по 100 мкл перорально и интратрахе- 
ально, по 1 капле - на конъюнктиву глаз 
(общее количество вируса ИБК для одно- 
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Таблица 2 
Генетическое родство изолята 1ВУ663-07 с известными вариантами вируса ИБК 
Е а зе Регион обнаружения Уровень гомологии, % 
1В\663-07 Россия, Краснодарский край 100 
Когеа-КЗ-3 $1 Южная Корея 9792 
ЕВЛ--145О0Т/О5 Франция 9733 
ОХВУ.Х 99 01 Китай 97,03 
НоПапаЛ-1449К/04 Толландия 970 
ТВУ 15-06 Россия, Краснодарский край 95,55 
ТВУ 05-06 Россия, Амурская обл. 93,47 
ТВУ 10-06 Россия, Волгоградская обл. 91,4 
Вакцинные штаммы 
ОК 4/91 75,55 
Маз$$41 75,37 
Соппес 75,07 
0274 75,07 
ЕКЛ-14507Т/05 
{ НойапоИ-1449К/О4 
охивм 
/13№\663-07 
Когеа-КЗ-3 $1 
| 18\/10-06 
| 18\/05-06 
| 1815-06 
3х 99 о1 
ук491 
Н52 
= ЗО 97 01 
Н-120 
Соппес{ 
| МА5 
| Маз541 
02274 
Ка! 04 
АКК-99 
в1648 
| СВАУ 
Гумк 
— + 
0.05 


Рис. 1. Дендрограмма, отражающая процент нуклеотидных различий 


фрагмента гена 51 вируса ИБК 


го цыпленка составляло 300 СО; в объеме 
300 мкл). Через 7 и 40 суток после зараже- 
ния по 2 цыпленка из опытной группы бы- 
ли убиты и вскрыты. 

Получение специфических сывороток. 
Через 30 суток после введения вируса цып- 
лятам опытной группы вводили внутри- 
мышечно в область бедра инактивирован- 
ный димером вирус в смеси с полным адъ- 
ювантом Фрейнда в объеме 0,5 мл. Титры 
антител к вирусу ИБК в сыворотках крови 
цыплят определяли в ИФА на 7, 14, 21,28 и 
62 сут. после начала опыта. 

Результаты и обсуждение 

Компьютерный анализ нуклеотидной 
последовательности фрагмента гена $1 по- 


казал, что выделенный в Краснодарском 
крае изолят вируса ИБК имеет более 97% 
гомологии с изолятами, выделенными в 
странах Азии и в Европе, некоторое гене- 
тическое родство с изолятами, выделенны- 
ми в России, и низкую степень гомологии 
с вакцинными штаммами, используемыми 
для профилактики ИБК в России (табл. 2). 

Генетическое родство изолятов вируса 
ИБК по фрагменту гена $1 представлено 
на рис. 1. 

Таким образом, изолят 1ВУ663-07, вы- 
деленный в Краснодарском крае, является 
генетически родственным изолятам, вы- 
деленным в Южной Корее (Когеа-КЗ-3), 
Франции (ЕВ/Т.-145ОТ/О5) и Китае (ОХ]- 
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Рис. 2. Эмбриопатическое действие изолята 1ВУ663-07 вируса ИБК 
(слева — эмбрион через 10 сут. после заражения, справа — контроль) 


ВУ, ЛХ 99 01), поскольку нуклеотидная го- 
мология исследуемого фрагмента гена $1 
с этими изолятами составила 97,92%, 97,33 
% и 97,03%, соответственно. Вирусы, ге- 
нетически сходные с указанными изоля- 
тами, в последние годы обнаруживаются 
в России. Так, появление в Амурской об- 
ласти изолятов вируса ИБК, генетически 
родственных с изолятами ОХ\ВУ и Т]-99- 
01, может объясняться географической 
близостью с Китаем. Еще одно предполо- 
жение может объяснить выявление изо- 
лятов, относящихся к китайской генети- 
ческой группе, на птицефабриках Цент- 
ральной России. В течение длительного 
времени считалось, что вирус ИБК по- 
ражает только птиц семейства куриных. 
Вирус способен инфицировать домашних 
кур (СаШиз заШаз) и редко выделяется от 
индюков и фазанов [1]. Однако недавно 
вирус ИБК был выделен от других видов 
птиц в Китае, включая павлинов, цесарок, 
куропаток и, что более интересно, от чир- 
ка, принадлежащего к семейству утиных. 
Конечно, следует отметить, что эти пти- 
цы контактировали с домашними курами 
и содержались вблизи от них. Таким обра- 
зом, способность вируса ИБК реплициро- 
ваться, хотя и асимптоматично, в организ- 
ме утки, относящейся к отряду гусинооб- 
разных, где многие виды являются пере- 
летными птицами, может потенциально 
привести к переносу вируса на большие 
расстояния. Эта гипотеза, высказанная 
СауапаеВ (2002), может служить объяс- 
нением случаев выявления одного и того 
же генотипа вируса ИБК (например, ОХ- 
ТВУ) в географически удаленных регио- 


нах [6]. Однако для подтверждения этого 
предположения необходимы дальнейшие 
исследования. 

Для проведения иммунологических ис- 
следований необходимо, чтобы изучаемый 
вирус обладал способностью накапливать- 
ся в тест-системе в высокой концентра- 
ции. Для адаптации вируса к КЭ проведено 
6 пассажей в РКЭ. При этом вирус не при- 
обрел летальных свойств по отношению к 
КЭ, однако обладал характерным для ви- 
руса ИБК эмбриопатическим действием, 
которое начали отмечать в 5 пассаже на 11 
сутки после заражения эмбрионов и кото- 
рое проявлялось в карликовости, скручи- 
вании эмбриона, сморщивании желточно- 
го мешка и увеличении количества аллан- 
тоисной жидкости (рис. 2). 

Известно, что заболевание, которое 
может вызывать вирус ИБК, отличается 
многообразием клинических проявлений, 
что может зависеть от особенностей воз- 
будителя, возраста и иммунного статуса 
инфицированных птиц, условий их содер- 
жания и т. д. Однако при попадании в ор- 
ганизм восприимчивого животного вирус 
ИБК первично реплицируется в клетках 
ресничного (цилиарного) эпителия дыха- 
тельного тракта, вызывая их гибель и на- 
рушение функции ткани [1]. Поэтому од- 
ним из эффективных методов детекции 
вируса ИБК является внесение ВСМ в ор- 
ганную культуру трахеи КЭ. Полевые изо- 
ляты вируса ИБК реплицируются в данной 
культуральной системе без предваритель- 
ной адаптации к ней, что вызывает пора- 
жение ресничного эпителия трахеальных 
эксплантатов [4]. В наших опытах по изу- 
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чению свойств изолята в ТОК на третьи 
сутки инкубации отмечали набухание под- 
слизистого слоя, сужение просвета трахеи, 
снижение активности цилиарного движе- 
ния. Цилиостаз в культурах наступал че- 
рез 72-96 ч после заражения, что является 
обычными сроками для большинства изо- 
лятов ИБК [10]. 

При этом титр инфекционной активнос- 
ти вируса в экстраэмбриональной жидкос- 
ти в течение 5 пассажей, определявшийся в 
ТОК, не превышал 3,0 1 СОБ/мл. По дан- 
ным ряда исследователей (1, 10), для адап- 
тации вируса к РКЭ и получения высоких 
титров вируса в них в некоторых случаях 
требуются десятки пассажей. Проведенные 
исследования по адаптации вируса к КЭ яв- 
ляются предварительными и пока не поз- 
воляют провести серологическое исследо- 
вание с использованием эмбрионов кур. 

При проведении биопробы фиксирова- 
ли угнетение, ринит, трахеальные хрипы, 
которые проявились у инфицированных 
цыплят на 4 сутки после заражения. Наи- 
более выраженным респираторное рас- 
стройство было на 6-7 сутки после начала 
опыта, которое исчезало к 14 суткам. При 
вскрытии 2 цыплят, подвергнутых диагнос- 
тическому убою через 7 суток после ин- 
фицирования, выявлены увеличение и мо- 
заичное окрашивание почек, отложение 
уратов в мочеточниках. У одного цыплен- 
ка обнаружены фибринозный экссудат в 
трахее, отек и серозно-фибринозные от- 
ложения в легких. Методом ПТР исследу- 
емый изолят вируса ИБК был обнаружен 
в трахеях убитых цыплят. В почках и об- 
щей пробе (трахея, легкие, почки, минда- 
лины кишечника) геном вируса обнаружен 
не был. Через 10 недель после заражения 
при вскрытии цыплят установлено нали- 
чие выраженных нефрозо-нефритов. 

При исследовании в ИФА сывороток 


РЕЗЮМЕ 


крови от инфицированных цыплят нали- 
чие титров антител к ИБК отмечали че- 
рез 10 суток после заражения, когда сред- 
ний титр антител в крови иммунизиро- 
ванной птицы составлял 1:856. После ино- 
куляции цыплятам концентрированно- 
го препарата титры антител повышались 
и через 21 сутки после инъекции достиг- 
ли среднего значения 1:1499. Через 10 не- 
дель после начала опыта все цыплята бы- 
ли обескровлены, от них была получена 
специфическая сыворотка, которая будет 
использована для дальнейших диагности- 
ческих исследований. 
Выводы 

1. Изолят 1ВУ663-07 вируса ИБК, вы- 
деленный в Краснодарском крае, по ре- 
зультатам нуклеотидного секвенирования 
фрагмента гена $1 гомологичен изолятам, 
выделенным в Южной Корее, Франции и 
Китае. Представители этой группы изоля- 
тов в последнее время регистрируются на 
территории РФ. 

2. Через 6 пассажей в РКЭ вирус вызы- 
вает характерное для ИБК эмбриопати- 
ческое действие. В ТОК изолят также вы- 
зывает разрушение цилиарного эпителия 
и цилиостаз в течение 72-96 ч. Накопление 
вируса в РКЭ не превышает 3,0 15 СО; /мл. 

3. При заражении 11-суточных цып- 
лят исследуемый изолят вызывает рес- 
пираторные расстройства, проходящие к 
14 дню после инфицирования, и нефрозо- 
нефрит. 

4. Поскольку изолят 1ВУ663-07 вируса 
ИБК вызывает у кур редко встречающий- 
ся в России нефротический синдром, отно- 
сится к новой для нашей страны генетичес- 
кой группе, необходимо проводить даль- 
нейшую адаптацию его к РКЭ и изучение 
иммунобиологических свойств вируса для 
возможного использования его для приго- 
товления вакцин. 


Проведены исследования нового изолята вируса инфекционного бронхита кур 1ВУ663-07, выделен- 
ного в Краснодарском крае в 2007 г. По результатам нуклеотидного секвенирования фрагмента гена 
$1 изолят 1ВУ663-07 родственен вирусам инфекционного бронхита кур, зарегистрированным в Юж- 
ной Корее, Франции и Китае. Через 6 пассажей в развивающихся куриных эмбрионах наблюдали их 
карликовость и скрученность. При внесении в трахеальную органную культуру вирус вызывал раз- 
рушение эпителия и цилиостаз через 72-96 ч после заражения, титр вируса составил 3,0 12 СО50/мл. 
При заражении цыплят исследуемый вирус вызывал респираторные нарушения и нефрозо-нефрит. 


ЗОММАКУ 

А пеу боае 1ВУ663-07 оЁ сысКеп и{есбои$ Бгопсв 5 уйти, 1501 4е4 ш Ше Кгазподаг$Ку Кга! т 2007, 
уаз ше. ТВе гези! 65 оЁ пи еоНае зециепсто оЁ Ше репе 51 гартеп{ Поуей Фа Фе 1501 1ВУ663- 
07 ууаз ге]афе4 10 сШсКеп и{есНои$ БгопсШ 5 унисе5 герое от Зои Когеа, Егапсе апа Сша. ш 6 
раззарез ш сШсКеп ешгуопа{е4 е?25 Шей: зи по ап@ {571500 ууеге оббегуей. ЕоПоутз шегодисбоп т- 
10 фаспеа! ограп сшфиге Фе уи$ сацзе4 ерИВейит 4езбгисйоп апа сШаза$5 ш 72-96 Воигб аНег иес- 
оп, Фе уши Ие уаз 3.0 12 СО50/ли. ТВе 1е5е4 угиз саизе@ гезригафогу 415ог4ег$ ап перВгойс зуп- 
4гоше. 
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РАЗРАБОТКА КОНКУРЕНТНОГО 

ВАРИАНТА ИФА ДЛЯ ВЫЯВЛЕНИЯ АНТИТЕЛ 
К ВИРУСУ ГРИППА ПОДТИПА Н5 

У РАЗЛИЧНЫХ ВИДОВ ПТИЦ 


Введение 

Грипп птиц (ГП) - острая контагиоз- 
ная вирусная инфекция домашних и диких 
птиц, характеризующаяся общим угнете- 
нием, отеками, множественными кровоиз- 
лияниями и поражениями внутренних ор- 
ганов, мозга и кожи. Вирусы гриппа име- 
ют сегментированную одиночную отрица- 
тельно закрученную цепочку РНК и отно- 
сятся к семейству Опйотухоитаае. Виру- 
сы гриппа типа А разделены на подтипы, 
основанные на антигенном родстве повер- 
хностных гликопротеинов, гемагглютини- 
на (НА) и нейраминидазы (МА). В насто- 
ящее время существует 16 НА подтипов 
(Н1-Н16) и девять подтипов МА (М№1-М№9). 
До настоящего времени только вирусы 
подтипов Н5 и Н7 вызывали высокопато- 
генный грипп птиц (ВПГП) у восприимчи- 
вых видов [6]. 

За последние 10 лет не только увели- 


чилось количество вспышек ВПГП, но и 
число вовлеченных птиц, а также матери- 
альные затраты на борьбу с заболеванием. 
Кроме того, беспрецедентное появление и 
распространение высокопатогенного ви- 
руса ГП Н5М1 в России и за ее пределами 
выдвинуло ГП на первое место среди опас- 
ных болезней животных [6]. 

Существует несколько методов для 
выявления подтипоспецифических ан- 
тител к вирусу ГП. Реакция торможения 
гемагглютинации (РТГА) является «золо- 
тым стандартом» при диагностике грип- 
па, но при исследовании сывороток кро- 
ви уток и некоторых других видов птиц 
антитела могут не выявляться из-за дейс- 
твия неспецифических ингибиторов, для 
устранения которых сыворотки необхо- 
димо подвергать обработке, снижающей 
уровень специфических антител [1]. Наи- 
более достоверные результаты по титро- 
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